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研究成果の概要（和文）：本研究では、口腔インプラント治療への臨床応用を目指して、純チタン(Ti)表面へ陽
極酸化・水熱処理を行うことで、傾斜機能とナノハイブリッド化を施した傾斜機能型ナノハイブリッドインプラ
ント（NanoTi）を開発し、細胞培養モデルにて有用性を検討した。その結果、幹細胞（MSCs）の細胞内シグナル
伝達経路を介して、MSCsの骨原性細胞への分化誘導能を促進させる効果が非常に高いことが示唆された。本研究
より、NanoTi表面の微細形状と物理化学的性状は、MSCsのホーミング機構に有利に働くことで細胞分化誘導を促
進させる可能性を有することが確認され、歯科・医科領域での臨床に貢献できることが示された。

研究成果の概要（英文）：A method of coating commercially pure titanium (cpTi) implants with a highly
 crystalline, thin hydroxyapatite (HA) layer using discharge anodic oxidation followed by 
hydrothermal treatment (functionally graded nanohybrid titanium dental implant; NanoTi) has been 
reported for use in clinical dentistry. We reported that a thin HA layer with high crystallinity and
 nanostructured anodic titanium oxide film on such NanoTi implant surfaces might be a crucial 
function of their surface-specific potential energy. The cellular gene expression responses driving 
extracellular and intracellular molecular interactions thus play an important role in maintenance at
 the interface between NanoTi implant surfaces and the mesenchymal stem cells (MSCs). These data 
indicated that the change of physicochemical properties of NanoTi surface may play a key role in the
 phenomenon of homing mechanism of MSCs and osteoconduction during the process of osseointegration.

研究分野：医歯薬学、歯学、補綴・理工系歯学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
創傷治癒の中で形成されるオッセオイン
テグレーションは、生体側での要因の他にイ
ンプラント体表面性状(表面微細構造、物理
化学的組成)が深く関与している。近年、純
チタン（cpTi）を基盤とした口腔インプラン
ト治療のニーズが高まるに従い、早期のオッ
セオインテグレーション獲得と適応範囲拡
大を目指した材料表面性状や治療術式の研
究、開発が行われている。オッセオインテグ
レーションを早期に獲得しインプラント上
部構造を装着して機能回復を図ることは、中
高齢者の QOL 向上、ひいては健康長寿、超高
齢社会における国民の健康維持増進に広く
貢献する。そこで本研究チームでは、この課
題に対して、インプラント埋入後の早期のオ
ッセオインテグレーション獲得による治癒
期間の短縮や骨質の劣る部位での生着率の
向上を目的に、bioactive と bioinert の両方
の性質を兼ね備えたインプラントを用いる
ことが有利と考え、cpTi 表面を陽極酸化処理
し、さらに水熱処理を行うことでナノ構造を
有する陽極酸化被膜上に六方晶系を呈する
高結晶性のハイドロキシアパタイト(HA)を
析出させる表面処理方法を開発した。 
本処理方法により cpTi 表面は、傾斜機能
型（cpTi を基盤とし、cpTi 表面上に陽極酸
化被膜とハイドロキシアパタイト結晶の複
合被膜が連続的に形成されている）とナノハ
イブリッド化（陽極酸化被膜はぬれ性と表面
自由エネルギーの高いナノ構造を呈してい
る）の特徴を有している（NanoTi, 図１）。 

 
 
 
 
 
 
 

図１．NanoTi 表面構造 
 
以上のような背景から、本研究プロジェク
トでは、国民へ安心した医療を提供する基盤
形成を念頭に、細胞培養モデルを構築した実
験系を中心として NanoTi インプラントの臨
床応用へ向けた検討を行った。 
 
２．研究の目的 

傾斜機能型ナノハイブリッド（NanoTi）イ
ンプラント臨床の実用化に向けた検討を行
うためには、インプラント表面/生体組織の
界面で起こる生物学的現象、すなわち未分化
間葉系幹細胞（MSCs）の挙動に関する検討が
重要である。このことは、NanoTi インプラン
ト表面周囲の様々な微小環境による MSCs の
細胞接着・増殖・分化誘導制御機構を解明す
ることに繋がり、臨床応用に向けた in vitro
研究として期待できるものである（図２）。 

図２．NanoTi インプラント表面性状が     
MSCs 増殖・分化誘導能に与える影響 
 
そこで、申請期間内における研究では、 
in vitro 実験モデルを構築し、培養細胞と分
子レベルの実験系を中心に計画を立案した。
インプラント表面周囲に出現する骨芽細胞
や線維芽細胞の起源となる MSCs がどのよう
に創傷治癒過程での組織修復や再生機構に
関わっているのか、MSCs の分化誘導能やホー
ミング（分布、集積）について分子生物学的
レベルを指標とした解析を実施した。 
 
３．研究の方法              
実験試料には、純チタンディスク（cpTi:
直径 15 mm、厚さ 1.5 mm、99.8 ％）、cpTi
をβ-グリセロリン酸ナトリウム（0.01 
mol/l）と酢酸カルシウム（0.15 mol/l）か
らなる電解質溶液中にて放電陽極酸化処理
（電圧 350 V、電流 50 mA/cm²）を施した陽
極酸化処理チタン（AOTi）、その後にオート
クレーブ（300 ℃、2 時間）を用いて水熱処
理を施した陽極酸化・水熱処理チタン、すな
わち傾斜機能型ナノハイブリッド（NanoTi）
を用いた（図３）。 

図３． NanoTi 表面処理方法 
 
（１）各試料上（cpTi, AOcpTi, NanoTi）に
GFP トランスジェニックマウスの骨髄から樹



立した MSCs 株（SG 2）を播種し、①培養 72
時間後に WST-1 assay による細胞増殖能、②
培養 1-4 週後に Real-time PCR による骨分化
マーカー遺伝子（ALPL，RUNX2，OSTERIX，OCN）
の mRNA 発現量の変動について解析した。 
（２）cpTi によるミニインプラント体を製作
後、表面処理(AOcpTi,NanoTi)を行い、ラッ
ト上顎臼歯相当部に 14 日間埋入、摘出後、
走査型電子顕微鏡（SEM；S-4700、日立)によ
る表面の組織学的観察・分析を行った。 
（３）SEM、原子間力顕微鏡（AFM；VN-800, 
Keyence）による AOcpTi、NanoTi 表面上にお
ける陽極酸化被膜の表面性状分析、ぬれ接触
角分析、表面自由エネルギー分析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）①WST-1 assay による細胞増殖能 
cpTi 群と比較して AOTi 群では細胞増殖能
の低下を認め、NanoTi 群ではさらに低下する
ことが認められた（図４）。 

図４． 細胞増殖能 
 

②骨分化マーカーmRNA 遺伝子発現量 
遺伝子発現量解析では、cpTi 群と比較して
AOTi、NanoTi 群では培養 4週目の全ての遺伝
子に mRNA 発現量が有意に増加した。一方、
RUNX2、OCN は 1週目で各群に有意な差は認め
なかったが、培養 4週目では OSTERIX,OCN で
は NanoTi は有意に促進を認めた（図５）。 

図５． 遺伝子発現量 
 
（２）cpTi ミニインプラント（AOTi,NanoTi）
の組織学的観察・分析 
埋入 2週後においては、cpTi,AOTi インプ
ラントに比較してNanoTiインプラントでは、
陽極酸化膜とHA結晶表面では骨基質形成の
促進が確認された。NanoTi 表面での特徴と
しては、骨基質が緻密に陽極酸化被膜上に
形成されており、HA 結晶周囲にも癒合する
よう形成されていることが確認された。 

図６． ラット上顎骨埋入後の分析 
 
（３）SEM、原子間力顕微鏡（AFM）による
AOcpTi、NanoTi 表面分析 
AOTi表面に比較して、NanoTi表面上では、
ナノ構造を呈する微細構造体を認めた（図１
参照）。また、ぬれ接触角ならびに表面自由
エネルギーは、NanoTi 表面上では有意に高い
値を示すことが確認された（図７-1,2）。 

図 7-1． ぬれ接触角 

図 7-2． 表面自由エネルギー 
 
本申請年度内における研究結果より、傾斜
機能型ナノハイブリッド（NanoTi）表面は、
水酸基や極性分子力が高まることでぬれ性
および表面自由エネルギーが向上し、インプ
ラント/生体組織界面にリクルートメントさ
れる MSCs においては有利に働くことが確認
された。親水性表面に改質される NanoTi の
表面性状は、MSCs の分化誘導促進能に優れて
いることを意味しており、NanoTi 表面周囲に
骨芽細胞・上皮細胞系の起源となる MSCs が
分布・集積することが推察された。傾斜機能
型ナノハイブリッドインプラントの特徴的
な表面性状から考察すると、NanoTi 表面の微
細ナノ構造形状（図１）と物理化学的性状（図
７-１，７-２）は、MSCs のホーミング機構に
有利に働く可能性があることが確認された。



さらに、MSCs の細胞内シグナル伝達経路を介
して、骨原性細胞への分化誘導能を促進させ
る効果が非常に高いことが明らかとなった。 
本研究より、NanoTi 表面の微細形状と物理
化学的性状は、MSCs の分布・集積機構、細胞
分化誘導能促進に有利に働くことが確認され、
今後の歯科・医科領域における臨床に広く貢
献できることが示唆された。 
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